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DEFINITIONS

Expression génique sous conditions : selon

Expr?SSIOn ——) |2 présence ou absence du géne
conditionnelle rapporteur

Enhancer trap Séguence cis-régulatrice d'un gene, qui définit le
) |us souvent un profil d'expression spécifique

system _ . ,
suivant le tissu et le stade de développement.
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DEFINITIONS

GAL4 _ Activateur de transcription chez la levure

Sequence ) Séquence cible de la protéine GAL 4
UAS

Protéine fluorescente verte

GEP # Permet d’observer, localiser et étudier une
protéine dans une cellule vivante

Elément P E Elemer]t g\genetjlqu“e mobile ,prl(l)voquant une
mutagéneése dite "spontanée".
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OBJECTIFS

Marquer l’expression d’'un gene

* Déterminer la localisation du gene

* Déterminer sa fonction au sein de l'organisme
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PRINCIPE . N
Marquer I'expression d’un gene

Utilisation de la EJUIl.satlon de
GEP I’activateur de
transcription GAL4

!

Activation ou non du gene

Fluorescence 1

Observation du phénotype

1

_- . /? .
Ou est-il exprime: Quelle est sa fonction ?
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PRINCIPE

insertion into J

chromosome /’

— "

http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/assembly/page138/page138.html



EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4-GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)

== Jim Haseloff = Autres Travaux = Avantages/Inconvénients = Alternatives ==

PRINCIPE

GAL4-UAS

GAL4-VP16

GFP (gene
rapporter)

Boite TATA
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PRINCIPE
Syntheie de Synthese de Synthése de
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\
Région EEEE—
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(modifié GAL4-VP16)

‘ TATA box ‘

= Upstream Activation
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Présentation d’Haseloff Jim

Utilisation de la méthode d’expression conditionnelle
Gal4 — GFP Enhancer trap system afin de comprendre les
mécanismes de développement des racines latérales
chez Arabidopsis thaliana

Journal of Experimental Botany, Vol. 56, No. 419, pp. 2433—-2442, September 2005 Journal of
doi:10.1093/jxb/eri236 Advance Access publication 25 July, 2005 M Experimental
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GAL4-GFP enhancer trap lines for genetic manipulation
of lateral root development in Arabidopsis thaliana
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PRESENTATION DE JIM HASELOFF

= |ntérét pour |'étude de la plasticité au cours du
développement et l'autonomie fonctionnelle des tissus
végétaux, plus particulierement pour comprendre les
interactions locales cellules — cellules.

= Développement de méthodes pour suivre les cellules in

planta. Jim Haseloff
Department of Plant
®" Premier a avoir utiliser I'expression conditionnelle Gal4 — Sciences
GFP en biologie végétale. University of
Cambridge

= Sujet premier de recherche: Trouver de nouveaux outils pour
analyser la morphogénese des racines chez Arabidopsis.
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But : Comprendre les mécanismes de ramification de la racine

Cellules fondatrices du péricycle Formation du primordium de la racine
latérale

Programme de division orienté

) =g
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Primordium
de racine latérale

.‘,é;}: | Péricycle
0.(:1;‘
| ;l‘ ol l.' l

: ! Cellules corticales

racine latérale émergeante

Epiderme
Zone de maturation

Poil absorbant

Zone d'élongation

Zone méristématique 3

Coiffe

http://www.afd-Id.org/~fdp_bio/content.php?page=morpho_meristemes&skin=modiia
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Utilisation d’un systeme expérimental propre a l'étude du développement chez la drosophile

SYSTEME GAL4/ UAS

leére lignée transgénique 2éme lignée transgénique

Enhancer  géne

4 H génome de la drosophile

X 3

UASG gene rapporteur
“o @ GAL4 pas d'expression

GaLAwhite [ampR]ori éléments transposables

descendants

o —IGALA whife' |ampR on‘l— —t I—
\—) @ —) %ﬂa‘;}' ]O

expression du géne rapporteur
sous le contréle de GAILA4
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Particularité de la technique et intérét Sy steme adap té
chez la drosophile : en 1999
>- .
Tissu — specifique par Jim Haseloff
Cellules — spécifique chez A. Thaliana
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Transformation de racines d’Arabidopsis Wild type

GFP
Collection de 401 GAL4-GFP enhancer trap
Plantes cultivées sur gélose verticale
Table 1. Lateral root enhancer trap lines
Line No. of T-DNA GFP expression pattem
insertions”
J0121 1 Root xylem pole pericycle cells | Sélection de 4 lignées avec expression GFP
JO192 1 Lateral root primordia . ’
375 , Root cap. lateral oot pimordia. . dans les cellules fondatrices ou ébauches
base of lateral roots
Q850 3 Root cap. lateral root pnmordia

“ The number of T-DNA insertions was studied by Southem blot
hybndization using a GAL4 probe.

Sélection des 2 lignées spécifiques au développement des racines latérales
JO121 et JO192
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Etudes au cours du développement en microscopie confocale

JO121 : lignée spécifigue aux cellules du péricycle
A
. . \
J
|

JO192: lignée spécifique au primordium de racines latérales
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Etudes au cours du développement en microscopie confocale

JO121 : lignée spécifique aux cellules du péricycle

*Pas de fluorescence dans le méristéme racinaire
* Expression GFP dans la zone d’élongation de la racine

=>» Expression limitée aux cellules du péricycle
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Etudes au cours du développement en microscopie confocale

JO192: lignée spécifique au primordium de racines latérales

Stage | primordium Stage Il primordium  Stage lll primordium  Stage V primordium
Primordium 'l":i';‘:':‘;'i;i‘l Péricycle
de racine latérale I .l::;‘:l{:‘:: 1
I CHHHH
L R

Cellules corticales

A
e

racine latérale émerc

=>» Expression de la GFP varie au cours du temps et du développement
Observation d’une transition du péricycle vers les flancs de la racine
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T-DNA inséré dans le génome de maniere aléatoire

RT-PCR

détermination de la zone d’insertion

. 7 At5g01740 At5g01750
Lignée JO121 L — — e
1 :\}Z}\/Di
5417 5905 14658 15733
At2g42430 At2g42440
_—— -—

s <« Lignée JO192

46700 o 48483
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Régions
intergéniques
lignée JO121

T-DNA inséré dans
LOB-domain proteins

= Autres Travaux = Avantages/Inconvénients = Alternatives =

At5g01740 1 (At5207750
e/ 7\ 8
ﬂ—-c,w
A
T-DNA MEELITS
__ intergéniques
lignée J0192

At2g42430 At2g42440
—_— -

LBD 16 Rc_u; 1 LBD 17



EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4-GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)
* Technique == = Autres Travaux = Avantages/Inconvénients = Alternatives ==

RECAPITULATIF

Sélections
lignées JO121
et JO191

Obtention de PLANTES F1
transgéniques (expression
GFP)

Plante meére en
fleurs

Réalisation
Bourgeons trempés d’une RT-
Plantes cultivées sur PCR

dans solution

d’Agrobacterium gélose verticale

v A

Découverte des

domaines de protéines
LOB

Identification LBD16

Insertion aléatoire du
plasmide

Obtention de graines
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RECAPITULATIF

Croisements transgéniques

‘ . protein X

9 Jo
LBD 16  csves Y 9
protein 88 , ‘ ‘ GFP

ﬁ UAS-GENE X ? -

plant enhancer

t1 Enhancer trap system GAL 4 GUS/DTA
-‘ UAS-GFP T spécifique a LBD16

modified ¥ mGFP5-ER integrated
GAL4-VP16 T-DNA
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RECAPITULATIF

Transactivation de genes et ablation génétique

DTA
GUS _ _ L
. Entraine ablation génétique
Permet de comprendre ou des cellules cibles
se localise I'expression de
LBD16 Permet de comprendre la

fonction de LBD16
e
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- Déterminer les genes intervenant dans le
développement des méristemes racinaires

- Déterminer les genes intervenant dans le
développement des stomates

- Déterminer les genes intervenant dans le
développement des trichomes
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Avantages Inconvénients

Observation sur matériel vivant

Implique de nombreux controles :
Permet de suivre évolution des tissus et

ou organes spécifiques au cours du temps emodification structurale due 3
I'insertion du systeme

Possibilité de générer un grand nombre

de lignées transgéniques, chacune ayant estabilité de la GFP

un profil d'expression de GFP différent
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Avantages Inconvénients

Observation sur matériel vivant

Implique de nombreux controles :
Permet de suivre évolution des tissus et

ou organes spécifiques au cours du temps emodification structurale due 3
I'insertion du systeme

Possibilité de générer un grand nombre

de lignées transgéniques, chacune ayant estabilité de la GFP

un profil d'expression de GFP différent

Genes rapporteurs : Procédé :

Alternatives *GUS *Promoteurs inductibles

eLuciférase
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* Procédé intéressant

* Création d’une grande banque d’Arabidopsis transgéniques exprimant la GFP dans
divers tissus et a divers stade de développement
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